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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(g) Neue Cyclopeptide, deren Herstellung und Verwendung 

(§) Antiarrhythmische Peptide wie das AAP10 (NH2-Gly- 
Ala-Gly-4-Hyp-Pro-Tyr-CONH2) offnen die interzellularen 
Gap-Junction-Kanale, verbessern so die zellulare Kom- 
munikation zwischen den Zellen und efgnen sich daher 
fur die prophylaktische Behandlung bei Herzrhythmus- 
storungen. 

Als wesentlicher Nachteil der Wirkstruktur AAP10 stellte 
sich eine geringe StabiHtat in wal^rige Losung (ca. Zwei 
Stunden) heraus. Ziel der weiteren Untersuchungen war 
daher eine Struktur mit gleicher Wirkung wie AAP10, aber 
mit hoherer Stabilitat zu finden. 

Durch Cyclisierung der Grundstruktur von AAP10 wurde 
diese Stabilitat erreicht. Dabei blieb die Wirkung gleich, 
die Stabilitat erhdhte sich aber um das vierzehnfache. 
Die neuen Cyclopeptide cycl.(CF3C{OH)-Gty-Ala-Gly- 
4-Hyp-Pro-Tyr-CONH) und cyct.(CO-Gly-Ala-Gly-4-Hyp- 
Pro-Tyr-CONH) eignen sich zur Bekampfung von Krank- 
heiten. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung belrifft neue Cyclopeptide sowie ein Verfahren zu deren Herslellung und Verwendung bei 
der Bekampfung von Krankheiten. 
5 Herzrhythmussioriingen stellen eine der haufigslen finalen Todesursachen in den wesilichen Induslrienationen dar. 
Das Problem bei der Behandlung ist, dafi die bisher therapeutisch verwendeien Antiarrhylhmika in der Prophylaxe vcr- 
sagen und paradoxerweise selbst Herzrhyihmusstorungen auslosen, d. h. diese Anlianhythmika (z. B. Na-Kanal Antago- 
nisien) sich nur fur die akute Behandlung von Herzrhythmusstorungen eignen. Eine risikoarme Prophylaxe aber isl bis- 
her noch nicht moglich. 

10 Der Ensatz von lonenkanalblockem, die als Aniiarrhyihmika die transmembranaren lonenkanSle (Calciumkanaie, 
Nalriumkanale und/oder Kaliumkanale) blockieren, ist geeignet fur die Thcrapic akuter bereits bestehender Herzrhyth- 
musstorungen. 

Werden aber diese Arzneimirtel zur Pmphylaxe von Arrhythmien eingesetzt, so ei^eben sich Probleme. Diese Tonen- 
kanalblocker zeigen ein hohes proarrhythniisches Risiko wenn sie zur Prophylaxe von Arrhythmien eingesetzt werden 
15 (Drugs 22, Suppl. 4 33-34, 1985; New England J. med. 324, 781, 1991; Circulation, 617-630, 1993). 

Das hat zur Folge, daB gerade bei der Verabreichung von klassischen Antiarrhythmika paradoxerweise Arrhythmien 
provoziert werden. Daher sind diese Medikamente zur Prophylaxe nicht gut geeignet. 

Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit der Suche nach neuen Substanzen fur die prophylakiischc Therapie. 

Dabei fand sich ein neuartiges aniiarrhythmisches Peptid (AAP) welches zuerst 1980 von Aonuma et al. (Chem. 
20 Pharm. Bull., (Tokyo), 28, 3332 (1980)) aus Rindervorhofen isoliert wurde sowie davon abgeleitete synthetische Deri- 
vate deren Wirkungsmechanismus und Elfektivitat im Rahmen des experimentellen Herzinfarktes (kardiale Ischamie) 
erstmals 1994 von Dhein et al. (Naunyn-Schmiedebeig's Arch, Pharmacol., 350, 174 (1994)). gezeigt wurde. Es steUte 
sich heraus, daB diese antiarrhythmische Peptide die interzellularen Gap-Junction-Kanale offnen und so die zellulare 
Kommunikation zwischen den Zellen verbessem (Circulation, 92, Supplement 1, 3077 (Abstract) (1995)). 
25 Dies siellt ein voUig neuartigen Mechanismus dar, der in vitro und in vivo aniiarrhvthmisch wirksam war. 

Als wesenllicherNachleil der Wirksiruktur AAP 10 (NH2-Gly-Ala-GIy-4-Hyp-Pr(^Tyr-CONH^) sLellLe sich eine ge- 
ringc Stabilitai in wafirigc Losung (ca. Zwci Stundcn) heraus. Eine seiche Instabilitat bcdcutct cincrscits crhcbUchc Be- 
schrankungen in der Nutzung einer Substanz im experimentellen Rahmen, und stellt andererseits eine wesentliche Ein- 
schrankung fiir die Weiterentwicklung zum Arzneimiitel dar. Ziel der weiteren Untersuchungen war daher eine Struklur 
30 mit gleicher Wirkung wie AAPIO, aber mit hoherer Stabiliiat zu finden. 

Gegenstand der Erfindung sind die Peptide cycl (CF3C(OH)-Gly-Ma-01y-4-Hyp-Pro-'IVr-CX)NH), im folgenden als 
CCF3AAP lORG bezeichnet, und 

cycl. (CO-Gly-Ala-Gly-4-Hyp-Pro-'IVr-CONH) im folgenden als cAAPlORG bezeichnet 

sowie die Verwendung dieser Peptide zur Bekampfung von Krankheiten. Hyp bedcutct in den obigen Formcln die Anii- 
35 nosaure 4-Hydroxyprolin. 

Die Peptide konnen nach den in der Peptidchemie liblichen Methoden heigestellt werden. Besonders eignen sich fol- 
gende Verfahren zu dessen Herstellung: 

Festphasenpeptidsynthese an unloslichen Polystyrol-Polyamid-Harzen nach einem modifizierten Merrifield- Verfahren 
entsprechend E. Atherton & R. C. Sheppard (Solid Riase Peptide Synthesis, IRL-Press, Oxford, 1989) unter \ferwendung 
40 der Fmoc-Sirategie. 

Die Aktivierung fur die Ankopplung der ersien Aminosaure an das Harz erfolgt iiber die Bildung des symmetrischen 
Anhydrids odcr des Pcntafluorphenolesters. Die restlichen Aminosauren werden als 1-Hydroxy-benzouiazolesteni ange- 
bracht. 

^ Die Ausbildung eines Peptid-Ringes verlangt, wie andere Cyclisierungen auch, die Aktivierung der endstandigen 
45 Gruppen und deren intramolekulare Reaktion. Bei einer Peptidbindung ist dies oft die freie Aminogruppe und eine Carb- 
oxygrup^, die fiir einen nucleophilen Angriff zuvor aktiviert wurde. Diese Reaktionen laufen bei hoher Verdunnung von 
ICr -1(H mol/l, "Principle of Dilution", ab. Um intermolekulare Reaktionen zu verhindem ist es wunschenswert, die 
Aktivierungs- und Cyclisierungsprozesse voneinander zu trennen. 

Bei den Methoden, die die Aktivierung und die Cyclisierung trennen, haben sich vor allem die Aktiv-Ester- und die 
50 Azid-Methode bewahrt. Der Vortcil der Aktiv-Ester Methode ist, daB die Aktivierung und die Cyclisierung voncinanda: 
geu^ennt ablaufen. Durch die Reaktion des linearen Peptids mit p-Nitrophenol und Dicyclohexyicaibodiimid (DCC) wird 
der Ester gebildet. Die Cyclisierung erfolgt in Losung, die frei von acylierbaren Nucleophilen wie \^sser, Alkohol oder 
Aminen sein soli. 

Bei diesem Patent handelt es sich um eine Methode, wobei das lineare Peptid zuerst nach Curphey (J. Qig. Chem., 44 
55 2805 (1 979)) trifluoracetyliert wird, und dann iiber die Trifluoracteylbrucke cychsiert wird. 

Das besondere der Wirkung des neuen Peptids bestehi darin, daB unter dem EinfluB der Substanz lokale Unterschiede 
in der Aktionspoteniialdauer und Irregularitaten der Erregungsausbreitung, welche beide im Rahmen von z. B. Herzin- 
farkten oder mit steigendem Alter auftreien, unterdriicki werden. 

Vor allem besieht der Unterschied aber, im Vergleich zu AAP 10 darin, daB dieses cyclische Peptid viel stabiler ist 
60 (Sieigemng der Stabilitat um uber das 14fache) und iiberraschenderweise die gleiche Wirkung zeigt. So zerfallt dieses 
cyclische Peptid in waBriger Losung und bei Raunitemperatur auch nach 28 Stunden nicht. 

Die Erfindung erlaubt eine prophylaktische Therapie von Ischamie-assozierien und Altersassozierlen Herzrhythmus- 
storungen. Dabei weist die Substanz im Gegensatz zu herkommlichen Antiarrhythmika im in vitro \fersuch kein hen- 
nenswertes proarrhythinisches Risiko auf. Gegenuber bekannten Substanzen zeigt das neue Peptid eine hohere Potenz 
65 und eine hohere erreichbare Maxiinalwirkung. 
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Beispiele 

1. Synthesc des Pcptids(CF3COGly-Ala-Gly-4-Hyi>-Pro-Tyr-CONH2) 

Es wurde nach dem bekannten SyntheseprotokoU in Fmoc-Strategie nach Aiherton & Sheppard verfahren. Bei einem 
Beladungsgrad von 0.6 nimol/g des Harzes wurden 290 mg Rink-Harz vorgelegt, mil N J^-Dimeihylformamid (DMF) 
vorgequollen und danach die Fmoc-Schutzgruppe mil einer Losung aus 20% Piperidin in DMF abgespalten. Nach Spu- 
len mil DMF werden 1 nunol Fnioc-Tyrosin(tBu)20) und Dicyclohexylcarbodiimid in DMF dazugegeben. Nach Spiilen 
mil DMl^' wird die Schuizgruppe wieder mil 20% Piperidin abgespalien und nach weiterem Spiilen die nachsie Amino- 
saure als OBi-Esier angebrachi. Hierzu wurde 0.5 mmol Fmoc-Prolin-OH zusammen mil O(lH-Benzotriazol-l-yl-)- 
N,N^*,N'-lctramethyluronium-ietrafluoroborai (TBTU), 1-IIydroxybenzotriazol (IIOBt) und Diisopropylethylamin 
(DIPEA) in DMF mil der ersten Aminosaure umgesetzl. Nach Spiilen wurde die Schuizgruppe wie o. a. abgespalien und 
nach weirerem Spiilen mil DMF die nachste Amino.saure Fmoc-Hydroxyprolin(lBu)-OH wie oben beschrieben ange- 
brachi. Nach jeweils Spiilen und Abspallen wurden so die resllichen Aminosauren Fmoc-Glycin-OH, Fmoc-Alanin-OH 
und Fmoc-Glycin-OH gekoppell. Am Ende wurde die Schuizgruppe abgespalien, das Harz gespiilt und bd 0.1 mbar fur 
acht Stunden geirocknet. 

Die Trifluoracetylierung des Peptids erfoigt nach T. J. Curphey (J. Org. Chem. 44, 2805 (1979)), mil Triethylamin, 
Ethylirifluoraceiai und DOWEX 50 Harz (H*-Fonn), bei lO^'C fiir zwci Stunden. 

Die Abspaltung des fenigen linearen Peptids vom Harz erfoigt mil 3 ml einer Losung aus IVifluoiessigsaure, 5% Ani- 
sol und 5% Wasser liber zwei Stunden. Die Losung wird abgesaugt, einroliert, in Eisessig gelost, mil Diethylelher aus- 
gefallt und bei 0.1 mbar geirocknel. 

Man erhalt 30 mg des linearen Peptids (Molmasse: 671 .63). 

2. DarsteUung des cycl. (CF3C(OH)-Gly-Ala-Gly-4-Hyp-Pio-1Vr-CONH) 

10 nig des linearen Peptids werden nach Losen in Wasser/Methanol mil 3 mg Dicyclohexylcarbodiimid fiir drei Tage 
bei 0°C und fur drci Tagc bei Raumtcmpcraiur umgcscizt. Danach wird dcr Diimid-UbcrschuB durch Zugabc von Eis- 
essig zerstort. Es wird zur Trockene einroliert, in Eisessig geldst, mil Diethylelher ausgefallt und bei 0.1 mbar getrock- 
nei. 

Man erhalt 1.5 g (15%) des cyclischen Peptids (Molmasse: 671.63). 

3. DarsteUung des cycl. (CO-Gly-Ala-Cly-4-Hyp-Pro-Tyr-CONH) 

Die DarsteUung des cycl(CO-Gly-Ala-Gly-4-Hyp-Pro-'IVr-CONH) erfoigt analog Punkt 2. 
Man erhiilt 0.5 g (5%) des cyclischen Peptids (Molmasse: 601.62). 

Anwendung 

Die cyclischen Peptide CCF3AAPIORG und cAAPlORG wurden an isolierten, nach der Langendorflf-Technik dmck- 
konslanl (70 cm H2O) mil Tyrodelosung perfundierten Kaninchenherzen intracoronar in steigenden Konzentrationen 
(10"'®, ICr^, 10~^, 10"^ mol/1) infundien, und es wurde simullan ein epikardiales Potentialmapping durchgefUhrt, vgl. J. 
Pharmacol. Mediods 22, 197 (1989); Circulation 87, 617 (1993). 

Bei diesen Untersuchungen wurden an 256 Stellen der epikardialen Herzoberflache simullan ein unipolares Elektro- 
kardiogranmi registriert, so daB daraus an aUen 256 Orten die lokale epikardiale Aklionspolentialdauer bestimmt werden 
konnte. Aus diesen Daten wurde dann die Verteilungsdauer der Aktionspotentiale um den Mittelwert und die Anderung 
dieser Verteilung durch die Substanz im Vergleich zu AAPlO gepnift. Es zeigte sich fiir aUe drei Substanzen eine zuneh- 
mende Leptocurtosis der Kurve, d. h. unter dem EinfluB von AAPlO wie auch unter dem der neuen cyclischen Peptide la- 
gen konzentralionsabhangig zunehmend mehr Werte in der Nahe des Miltelwertes (± 5 ms dARI). So fanden sich unter 
KoniioUbedingungen 59% aUer Werte in einem Bereich um ± 5 ms um den Mittelwert, unter AAPlO dagegen bis zu ma- 
ximal 74% (10"^ mol/1), unter den cycUschen Peptide sogar noch etwas mehr. Das bedeulet, dafi durch die neuen cycli- 
schen Peptide die Dispersion der epikardialen Aklionspolentialdauer deutlich gesenkl wird und dafi diese Senkung etwas 
h5her als die durch AAPlO erreichbare ist. 

TabeUe 1 

Haufigkeitsverteilung der AKl-Dauer um den Mittelwert 

Angegeben ist dcr IV>zentsatz aller Werte, die in einem Iniervall von ±5 ms um den Mittelwert liegen unter dem antiar- 
rhythmischen Peptid AAPlO und dem neuen cyclischen Peptid (CCF3AAPIORG). 
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AAPlO 


575.6 


lOfttO.O 


107.8±7.7 


113.5±6.9 


121.2±6.3 


1 17.3±8.9 


21% 
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CCF3AAPIORG 


671.6 


lOftfcO.O 


10S.6=bl0.3 


123.1±13 


118.9dbl4.6 


123.4±15.2 


23% 
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Enlscheidend ist aber die verbessene Siabihtat in Losung. So waren die neuen Cyclopeptide in waBriger Losung im- 
mer noch slabil nachdem sie fiinfmal hinlereinander aufgeiaut und eingefroren wurden (zu erkennen im High Pressure 
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Liquid Chromalography-(HPLC)-Chromatogramm darin, daB sich der urspriingliche Peak nicht veranderte und die Re- 
lentionszeit (RZ) gleich blieb, siehe auch Tabellen 3 und 4). Die subsianzcharakteristische Releniionszeil bei der HPLC 
andene sich nicht. Das lineare Peptid AAPIO war denigegeniiber bercits nach zweimaligem Auftauen zerslort (zu erken- 
nen ini HPLC-Chromatogramm darin, daB sich der ursprungliche Peak in zwei spaltei), 

^ TabeUe 2 

HPLC-Daten^ der neuen Cyclopeptide 



Peptid 


RZ[miii] 


AAPIO 


12.40 


CCF3AAPIORG 


9.15 


cAAPlORG 


10.20 



* (HPLC; Saule: Hypersil ODS %|a 25 nun x 4 mm; Ldsungskonzentration: 1 mg/ml; Laufinittel: 95% Wasser, 
5% Acetonitril, 0.1% Trifluoressigsaure). 

20 

TabeUe 3 

HPLC-Daten- der Peptide nach wiedeiiioltem Auftauen und Einfrieren 

25 



Peptid 




1. 


2. 


3. 


4. 


5. 


AAPIO 


RZ 


12.00 


11.58/12.15 








F 


1 


0.45/0.54 








CCF3AAPIORG 


RZ 


9.50 


9.60 


9.33 


9.48 


9.47 


F 


1 


1 


0.98 


0.91 


0.92 



^(RZ=Retentionszeit in min; F^PeakflSche (normalisiert, 1aapio=3.8 I0^ 1 ccf3aapiorg-L181 10^ 1.-5.-1- bis 



Auftauen; siehe auch ' )). 

TabeUe 4 

40 

HPLC-Daien^ der Pepiide bei Stehenlassen bei Raumtemperatur 



Peptid 




Ih 


2h 


4h 


5h 


6h 


Sh 


28h 


AAPIO 


RZ 


12.40 


12.20/12.35 












F 


1 


0.64/0.36 












CCF3AAPIORG 


RZ 


9.35 


9.35 


9.40 


9.20 


9.30 


9.50 


9.30 


F 


1 


0.999 


0.998 


0.998 


0.995 


0.994 


0.993 



^(Peakfiache F, normalisien, 1ccf3aapiorg==6309 10^ 1aapio=4 044 10^ siehe auch *). 



Bei Autl>ewahren des linearen Peptids AAPIO zeigte sich ein Zerfall nach 2 h (bei Raumtemperatur) in waBriger Lo- 
55 sung. Im Vergleich hierzu war das CCF3AAPIORG uberraschenderweise wesentlich stabiler und zerfiel auch nach 28 h 
noch nicht. 

Patentanspriiche 

60 1. cycl.(CT3CXOH)-Gly-Ala-G]y-4-Hyp-Pro-Tyr-CONT^). 

2. cycl.(CF3CCOH)-Gly-Ma-Gly-4-Hyp-Pro-Tyr-CONH) zur Verwendung bei der Bekampfung von Krankheiten. 

3. cycl.(CO-Gly-Ala-Gly-4-Hyp-Pro-'Tyr-CONH).- 

4. cycl.(CX>-Gly-Ala-Gly-4-Hyp-Pro-Tyr-CONH) zur Verwendung bei der Bekampfung von Krankheiten. 

65 
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